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研究成果の概要（和文）：　本研究は、家畜に異常産を起こすシュマーレンベルグウイルス（SBV）とアカバネ
ウイルス（AKAV）のハムスター感染モデルを確立することを目的とした。
　作出した蛍光SBVの性状解析より、GFP/38-SBVが感染を可視化できる最も優れた候補であった。蛍光AKAVの妊
娠ハムスター感染実験を行なった。出生子の死亡率は妊娠9日目投与が80%と最も高く、胎盤と胎子で蛍光が観察
できた。蛍光AKAVは異常産を再現し可視化できる有力なツールであることが示された。野生型SBVの妊娠ハムス
ター感染実験を行った。妊娠9日目の静脈接種で出生子の死亡率は43%となり、SBVの感染モデルとして有用であ
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　In this study, our purpose was to establish hamster infection models with 
Schmallenberg virus (SBV) and Akabane virus (AKAV) which cause abnormal delivery in livestock.
　We examined the characters of three fluorescent SBVs in vitro, which were produced in this study, 
and GFP/38-SBV was resulted in the superior candidate for visualization of SBV infection. Pregnant 
hamsters were infected subcutaneously with fluorescent AKAV previously produced. Infection on 
embryonic days (E) 9.5 caused the highest mortality of offspring (80%), and intense fluorescence was
 detected in placentas and fetuses. Therefore, it was suggested that the fluorescent AKAV can be a 
valuable tool for visualization of AKAV vertical transmission. Next, pregnant hamsters were infected
 intravenously with a recombinant wild-type SBV. Infection on embryonic days E9.5 caused 43% 
mortality of offspring, and hence, hamster could be useful as an infection model for SBV.

研究分野：ウイルス学

キーワード： アルボウイルス　ハムスターモデル　蛍光ウイルス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
学術的意義：AKAVやSBVの異常産を誘導する妊娠小動物モデルの確立によって、これら感染症に対する抗ウイル
ス薬や新規ワクチンの開発に必要な研究を効果的に進めることができる。蛍光AKAV、蛍光SBVの作出は世界で初
めての報告である。これらを用いることでウイルス動態を可視化できる。
社会的意義：本研究によって得られた知見は、日本におけるSBV感染制御に重要な役割を果たす。また病態に共
通点のあるジカウイルス感染症など、パンデミックへの対策に役立つ。AKAVやSBV感染症を制御できる有効なワ
クチンや薬剤の開発は安定した食肉生産につながるため、わが国そして世界の畜産業界に貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

地球温暖化に伴い、蚊やダニなどの節足動物の分布域は急速に変化しており、これらに媒介
されるウイルス性新興・再興感染症の流行が危惧されている。2015 年にブラジルで報告された
ヒトの先天性ジカウイルス感染症は衝撃を与えた。ジカウイルスはヤブ蚊の吸血で感染 するア
ルボウイルスであり、妊婦の胎盤を通して胎児の中枢神経系に到達し、小頭症や関節拘縮など
の先天性異常児を生じる。同じアルボウイルスであるペリブニヤウイルス科オルソブニヤウイ
ルス属のアカバネウイルス（AKAV）と近年出現したシュマーレンベルグウイルス（SBV）は遺伝
的に近縁であり、牛などの家畜に同様な異常産を引き起こす。ともに媒介昆虫はヌカカであ
り、成獣に感染しても無症状であるが、免疫のない妊娠牛に感染すると胎盤を通して胎子の神
経系に障害をきたし、流・早・死産や奇形子の出産が起こる。その病態は先天性ジカウイルス
感染症と類似し、胎子の脳室に過剰な脳脊髄液が貯留する水無脳症や、脳の形成不全、関節湾
曲を特徴とする。AKAV に対する感染予防対策として、弱毒生・不活化ワクチンが用いられてい
るが、現在も日本をはじめ世界各地で散発的な発生がみられている。また、SBV に対するワク
チン開発は喫緊の課題である。申請者はこれまでに、AKAV ワクチン候補として新規組換えウイ
ルスを作製し、妊娠ヤギを用いてその免疫原性および安全性を証明した（Takenaka-Uemaら, 
Virol Sin, 2016）。 

AKAV や SBV の病原性発現機構の解析は、直接妊娠牛を用いて検証する以外の方法がなく、
時間、コスト、大型の BSL2施設の必要性からその知見は限られている。この状況は宿主を直接
使えないヒトウイルスの研究に類似する。しかし近年、ジカウイルス、A型/B型肝炎ウイル
ス、SARS/MERS ウイルスなどのヒトの重要感染症の研究が、小動物感染モデルの開発により格
段に進展した。本研究では、AKAV や SBV の胎盤感染性機構の解析に応用できる感染ハムスター
モデルが開発できるかを問う。	  
 
２．研究の目的 
	 本研究は「家畜に異常産を引き起こすウイルスの小動物感染モデルの開発」を最終目的とす
る。過去に一例だけ AKAV による異常産の報告があるハムスターモデル（Andersenら, Am J 
Vet Res, 1978）の検証から着手し、牛異常産を再現する代替小動物モデルの解析を進める。さ
らに、このモデルを用いた牛異常産用ワクチン評価系の基盤を整備する。 
 
３．研究の方法 
（１）GFP発現 SBV の作製（図 1）：GFP発現 AKAV
と同様の方法で、GFP発現 SBV を作製する。 
① リバースジェネティクス用の SBV の Sゲノム
RNA 発現プラスミドに、RVFV Sゲノム由来の
IGRとポジティブセンス鎖の GFP遺伝子を挿入
し、アンビセンス Sゲノム（SBV S-GFP：図 1）
を構築する。  

② SBV S-GFP RNA 発現プラスミドと SBV の Lおよ
び M発現プラスミドを T7 ポリメラーゼ恒常発現
BHK/T7-9 細胞にトランスフェクトすることで、
GFP発現 SBV を作製する。  

③ GFP発現 SBV をハムスター肺由来の HmLu-1細胞に感染させ、ウイルスを増殖させる。  
④ 培養細胞で GFP発現 SBV の性状解析をする。 
（２）妊娠ハムスターにおける AKAV および SBV 感染様式の解析：妊娠牛の場合と同様に妊娠ハ
ムスターで異常産が起きるか調べる。GFP発現 AKAV と、（１）で作製した GFP発現 SBV が親株
と同等の病原性を持つ場合これを用いる。GFP発現 SBV が作製できなかった場合もしくは病原
性が弱い場合は、野生型 SBV を使用する。 
①異常産に影響する感染時期の同定：自然宿主である牛などの場合、妊娠前期, 中期, 後期の
どの時期でウイルスに感染したかによって胎子への影響度が異なる。ハムスターの妊娠期間は
15〜16日である。ハムスターの胎盤形成が開始される妊娠 7日目から完成時期と予想される妊
娠 11 日目に GFP発現 AKAV を皮下接種し、異常産が起こるかを確認する。接種後、出産日まで
毎日観察し、出産日に各群の死産および奇形子の有無を調べる。また新生子の組織についてリ
アルタイム PCRでウイルス検出を行う。 
②新生子/胎子の蛍光検出：①の結果から、最も異常産に影響のある接種日に GFP発現 AKAV を
接種し、産まれた新生子ハムスターを蛍光実体顕微鏡で観察する。継時的に開腹して胎盤およ
び胎子を観察し、それぞれ接種後何日目で蛍光検出できるかを突き止める。この結果から母体
から胎子へのウイルスの移行時期を同定できる。 
③SBV 感染成立の条件検討：①より、最も異常産に影響のある接種日に、SBV を皮下接種, 腹腔
内接種, 頸静脈接種し、異常産を起こす接種方法を検討する。AKAV と同様ハムスターが流産モ
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デルとなるかを検証する。 
 
４．研究成果 
（１）GFP発現 SBV の作製と性状解
析 

SBV S-GFP RNA 発現プラスミド
を用いて作製した GFP-SBVは蛍光発
現しないウイルスであった。そこで
以前に申請者が確立した、一部 5' 
UTR を欠損させた AKAV S-GFP 
mutant の構築をもとに SBV S-GFP 
mutant発現プラスミドを構築し、こ
れらを用いて塩基配列に変異の無
い蛍光 SBV が回収できた（GFP/42-
SBV, GFP/38-SBV, GFP/36-SBV）（図 2）。これは世界で初めて蛍光 SBV の作出に成功したことに
なる。 
GFP/42-SBV, GFP/38-SBV, GFP/36-SBV と親株の GFP-SBV を今後の実験に用いるため、HmLu-1

細胞でウイルス継代したが、低い力価のものしか得られなかった。そこで各ウイルスについて超
遠心もしくは PEG沈殿法でウイルス濃縮を行い、高力価のウイルスを得た。 
培養細胞で、全ての組換えウイルスのプラックサイズは野生型（rSBV）より小さかったが、

組換えウイルス間であまり差はなかった。GFP/38-SBV と GFP/36-SBV は似たような増殖曲線を描
き、GFP/42-SBV はこれら 2つのウイルスと比べて力価が低かった。感染細胞において、GFP/42-
SBV, GFP/38-SBV, GFP/36-SBV は CPEが起こる前に蛍光を検出でき、時間経過による蛍光発現は
GFP/38-SBV が最も早かった（図 3）。蛍光維持能力を調べるために、共焦点顕微鏡でプラック毎
の蛍光の有無を観察したところ、GFP/38-SBV のみ 5代継代後も 100%のプラックで GFP陽性であ
った（図 4）。以上の結果から、GFP/38-SBV が感染を可視化できる最も優れた蛍光 SBV であると
いえる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

（２）妊娠ハムスターにおけるAKAVおよび
SBV感染様式の解析 

① GFP発現AKAV（GFP/38-AKAV）接種試験 

妊娠日齢 7日目（n=2）, 8日目（n=4）, 
9日目（n=2）, 10 日目（n=3）, 11 日目（n=3）,
非感染群（n=3）のシリアンハムスターに 104 
PFU/100 µL の GFP/38-AKAV を皮下投与した。
出生子の死亡率は、妊娠 9 日目投与群が 80%
と最も高く死亡個体の中には低形成のものが
見られた。妊娠 7日目と 11 日目投与では全て
生存していた。一親あたりの産子数は妊娠 8
日目投与群が 5匹と最も少なく、虚弱,後肢が

動かないなどの異常子の産出も多かった。新生子（生存子）の体重は、妊娠 7-10 日目投与群（2.23
〜2.37 g）と 11 日目投与群（2.55 g）で差が見られた。 

妊娠 8, 10, 11 日目投与群および非感染群の新生子（生存子）を採材し、ウイルス量をリア
ルタイム PCRで計測した。妊娠 8日目投与群の新生子で最もウイルス量が多く、臓器別では、脳
（平均 5.7×103コピー/g）よりも胸腔・腹腔内臓器（平均 1.3×105コピー/g）や筋肉（平均 2.7
×104コピー/g）で多く検出された。また妊娠 9日目接種個体を感染 5 日目に開腹し採取したと
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胎子の免疫染色の結果でも、脳神経系ではほとんど染まっておらず、骨格筋でよく染まっていた。
妊娠 9日目にウイルス投与後、感染 2〜4日目に開腹し胎盤、胎子のウイルス量を調べた。胎盤、
胎子ともに感染 4日目で多くのウイルスゲノムが検出された（胎子平均：2.6×105コピー/g、胎
盤平均：4.0×1010コピー/g）。 

出生子を蛍光実体顕微鏡で観察したが、生死に関わらず GFP 蛍光は見られなかった。また妊
娠 8 日目にウイルス投与した個体を 5 日目に開腹し胎盤や胎子を観察したが、蛍光は検出でき
なかった。次に妊娠 9日目に接種し感染 2〜5 日目に開腹し同様に観察したところ、感染 4日目
の胎盤、感染 5日目の胎盤と胎子で蛍光が観察できた（図 5）。GFP/38-AKAV も野生型と同様にハ
ムスターに異常産を起こし、なおかつ可視化できる有力なツールであることが示された。 
② rSBV接種試験 

これまでに SBV を妊娠小動物へ感染させた報告は無い。野生型 SBV が妊娠ハムスターに異常
産を起こすか条件を振って調べた。 

妊娠 9日目のハムスターに 105 PFU/100 µLの rSBV を皮下投与（n=2）、104 PFUもしくは 105 
PFU/100 µLを腹腔内投与（n=2）した。皮下投与群では死産は見られず、腹腔内投与ではそれぞ
れ 7匹中 1匹, 8匹中 1匹が奇形を伴う死産であった（死亡率 13%）。次に 106 PFU/100 µLの
rSBV を麻酔下で頸静脈内投与（n=2）した。産子数は 4 匹, 3 匹と少なく、死亡率は 43%であっ
た。SBV の静脈内投与は、感染モデルとして有用であることが示唆された。 
今後は、GFP/38-SBV を用いた妊娠ハムスター感染実験を行い、胎盤感染を可視化できるか検

討していく。AKAV と SBV の垂直感染が可視化できるツールはこれまでになく、これらによる小

動物感染モデルが隔離されれば、家畜に異常産を起こす二大ウイルス感染症の発生機序の解明

に貢献できる。 

 

図5. 4 dpi (E13.5) 胎盤のGFP蛍光像
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